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SOMMAIRE 
Les actinomycètes filamenteux du sol appartenant au genre Frankia peuvent vivre 
librement en tant que saprophytes, ou encore s'associer aux racines de plantes pour 
former une symbiose. Malgré leur importance écologique et l'intérêt biologique qu'ils 
suscitent, plusieurs aspects de la biologie des Frankiaceae demeurent mal compris. Ceci 
est dû, entre autres, à leur faible taux de génération et à la difficulté de maintenir des 
cultures en croissance active, mais surtout, à l’absence d’outils génétiques fonctionnels et 
efficaces pour les étudier. En raison de l’importance environnementale de Frankia, la 
mise au point d’un système de modification génétique chez cette actinobactérie est 
devenue essentielle pour procéder à l’analyse fonctionnelle des gènes d’intérêt et étudier 
plus efficacement la physiologie et les interactions de ce symbiote actinorhizien avec ses 
plantes hôtes.  
Parmi les différentes méthodes de modification génétique, la conjugaison bactérienne 
semble un moyen efficace pour permettre l’échange de matériel génétique chez plusieurs 
actinomycètes. Ainsi, la souche Escherichia coli ET12567, fréquemment utilisée lors des 
conjugaisons intergénériques avec diverses actinobactéries, dont Streptomyces, 
Amycolatopsis, Kitasatospora et Micromonospora, semble une bonne candidate pour 
servir de bactérie donneuse lors des conjugaisons intergénériques. Comme l'utilisation 
d'une souche donneuse auxotrophe permet de faciliter l'étape de contre-sélection, la 
mutation dapA, codant pour la synthèse de l'acide diaminopimélique (DAP), sera 
introduite chez E. coli ET12567/pUZ8002. Étant donné que le DAP est un constituant 
essentiel de la paroi de peptidoglycane et un précurseur de la lysine, cette souche sera 
totalement dépendante de l'ajout de DAP exogène dans le milieu de culture. Ainsi, la 
contre-sélection se fera simplement en cessant l'ajout de DAP, rendant cette étape non 
seulement plus facile et efficace, mais aussi permettant d'éviter l'utilisation d'antibiotique. 
La croissance des exconjugants peut ainsi se faire dans des conditions optimales, ce qui 
est particulièrement intéressant pour les actinomycètes présentant une croissance lente 
comme c'est le cas pour Frankia.  
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Les résultats obtenus montrent que l'utilisation de l'acide nalidixique est moins efficace 
que la déplétion en DAP pour contre-sélectionner la souche donneuse après conjugaison. 
L'utilisation d'un mutant ΔdapA comme alternative à l'utilisation d'antibiotique rend la 
conjugaison bactérienne accessible à un plus large spectre de microorganismes 
potentiellement sensibles à l'acide nalidixique. 
Il est clair que les stratégies de clonage qui seront développées auront un impact 
significatif sur la recherche fondamentale et appliquée chez les actinomycètes, permettant 
des analyses fonctionnelles des gènes d’intérêts, que ce soit par interruption ou 
remplacement de gènes ou encore par complémentation génique.  
 
Mots clés: actinomycètes, Frankia, conjugaison intergénérique, acide diaminopimélique 
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CHAPITRE 1 
 INTRODUCTION GÉNÉRALE 
1.1 La modification génétique chez les actinobactéries 
En laboratoire, il y a avantage à utiliser des techniques de génie génétique basées sur des 
phénomènes se produisant de façon naturelle dans l’environnement. Ainsi, chez les 
bactéries, l’acquisition de nouveau matériel génétique peut se produire de novo, par des 
mutations génétiques internes ou encore par transfert horizontal de gène. Ce dernier 
survient soit par transduction, lorsqu’il y a transfert d’ADN par l’intermédiaire d’un 
bactériophage, soit par transformation, quand une bactérie acquiert de l’ADN exogène 
provenant de l’environnement, ou encore par conjugaison, lorsqu’il y a transfert de 
matériel génétique entre deux bactéries en contact intime (Johnsborg et al., 2007 ; 
Wozniak et Waldor, 2010). 
1.1.1 La mutagenèse 
L’utilisation d’agents mutagènes est une méthode classique et efficace pour générer une 
panoplie de mutants. Afin de mener à l’isolement d’une souche mutante désirée, le 
traitement mutagène doit induire des mutations qui seront exprimées, c'est-à-dire que les 
dommages à l’ADN doivent être soumis à un système de réparation enclin à l’erreur, afin 
de produire une mutation transmissible à la progéniture. Après quoi, la ségrégation est 
nécessaire pour convertir une mutation initialement établie en tant que changement de 
base sur un seul des brins d’ADN en une mutation double-brin (Hopwood 1970).  
Les mutations peuvent être induites de façon aléatoire, par l’utilisation de rayonnements 
ou d’agents ionisants, alkylants ou de désamination de bases. L’utilisation de rayons UV 
induit une variété de mutations, mais n’est pas suffisamment efficace pour être vraiment 
utile chez les actinomycètes à cause du faible rendement (Baltz, 2001). En revanche, la 
N-méthyle-N’-nitro-N-nitrosoguanidine est l’agent mutagène de choix, produisant, dans 
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les conditions adéquates, un nombre extrêmement élevé de mutants, avec 
comparativement très peu de mortalité (Hopwood, 1970). Le 4-nitroquinoline-1-oxyde, le 
méthyle méthanesulfonate et l’éthyl méthanesulfonate constituent d'autres mutagènes 
efficaces. Comme la mutagenèse aléatoire permet d’isoler des mutants en utilisant un 
milieu de sélection adéquat, ceci implique que la fonction du gène muté est connue. Cette 
méthode n’est donc pas applicable pour l’isolement de souches présentant une mutation 
dans un gène de fonction inconnue, à moins que celui-ci altère le phénotype. Pour pallier 
à cette lacune, il existe aussi des techniques comme la mutagenèse dirigée exploitant les 
transposons ou encore la duplication de gènes cibles ou des méthodes de recombinaison 
par fusion de protoplastes. Ces techniques ont toutefois été appliquées avec succès dans 
un nombre limité de cas (Baltz, 2001). De plus, comme deux organismes répondent 
rarement exactement de la même façon à un traitement mutagène, les procédures doivent 
souvent être optimisées pour chaque souche bactérienne. Malgré le fait que les protocoles 
de modification génétique se multiplient et se spécialisent, plusieurs espèces 
microbiennes restent réfractaires aux techniques de knockout et de mutagenèse par 
transposons, qui sont pourtant de puissants outils pour permettre l’analyse fonctionnelle 
de gènes d'intérêt. 
1.1.2 La transduction 
C’est en 1952 que le phénomène de la transduction fut mis à jour pour la première fois 
par Joshua Lederberg et Norton Zinder. Ce mécanisme, démontré d’abord chez 
Salmonella typhimurium avec le phage P22, puis chez Escherichia coli avec les 
bactériophages P1 et T1 (Wilson et al., 1979), implique le transfert de matériel génétique 
exogène par l’intermédiaire d’un bactériophage (Black 2005). Ainsi, lors de l’infection 
d’une bactérie par un virus, la transduction peut se produire selon deux modes : 
généralisé ou spécialisé (Thierauf et al., 2009).  
La transduction généralisée a lieu lorsque, par erreur, de l’ADN bactérien est encapsidé 
dans les particules phagiques, plutôt que l’ADN du virus en question. De telles particules, 
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dès lors appelées «particules transductrices», peuvent être adsorbées à la surface d’une 
bactérie, comme toute autre particule typique de phage (Thierauf et al., 2009), après être 
entrées en contact avec une cellule hôte (Shao et al., 2008). Une enzyme virale affaiblit 
alors la paroi cellulaire, permettant au virion d’injecter son contenu génétique dans la 
bactérie hôte (Prescott et al., 2003). Ainsi, une fois à l’intérieur du cytoplasme, le 
fragment d’ADN bactérien peut mener à une modification génétique stable à condition 
que celui-ci s’intègre par recombinaison homologue dans le chromosome de l’hôte ou 
encore, par réplication autonome et transfert à la progéniture lorsque l’ADN donneur est 
en fait un plasmide. Ce phénomène, se produisant lors du cycle lytique d’un 
bactériophage tempéré ou virulent, constitue la transduction généralisée, puisque le 
fragment d’ADN empaqueté dans la tête du virus peut dériver essentiellement de 
n’importe quelle partie du génome bactérien (Thierauf et al., 2009). 
La transduction spécialisée, quant à elle, résulte de l’excision aberrante d’un prophage, 
menant à l’empaquetage à la fois du génome viral et d’un fragment d’ADN bactérien 
adjacent au site d’insertion chromosomique de ce prophage. L’héritabilité stable de 
l’ADN donneur se produit alors par recombinaison site-spécifique, médiée par l’intégrase 
du phage, ou encore par recombinaison homologue via des recombinases bactériennes. 
Les phages transducteurs spécialisés peuvent être modifiés génétiquement pour que ceux-
ci s’intègrent dans une variété de sites du génome bactérien d’intérêt, permettant ainsi 
l’incorporation de différentes régions chromosomiques dans les particules transductrices.  
Comme les phages représentent l’entité biologique la plus abondante sur terre, toute 
souche bactérienne devrait potentiellement être infectée par au moins un virus (Del 
Casale et al., 2010). Ainsi, la transduction figure parmi les plus importantes techniques 
pour l’analyse génétique de bactéries, facilitant la cartographie de génomes, la 
construction de souches, la mutagenèse et plus encore (Burke et al., 2001, Thierfaut et 
al.,  2009). Dès lors que le cycle des bactériophages a été compris, leur mécanisme 
d’intégration unidirectionnel a été exploité pour l’ingénierie génomique de plusieurs 
bactéries et eucaryotes (Myronovskyi et Luzhetskyy, 2013). Bien qu’un protocole de 
transduction ait été optimisé chez les streptomycètes (Morino et Takahashi, 1996), 
l’utilisation d’outils génétiques basés sur le système d’intégration des actinophages est 
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beaucoup plus populaire. On compte parmi ceux-ci les vecteurs intégratifs exploitant les 
systèmes d’intégration des phages tempérés ɸC31, ɸBT1, R4 et TG1 (Baltz et al., 2012). 
1.1.3 La transformation 
Les analyses et manipulations génétiques ont été grandement facilitées par le 
développement de systèmes de transformation, où les plasmides sont utilisés comme 
vecteurs de clonage (Trieu-Cuot et al., 1987). Ce phénomène, découvert chez 
Streptococcus pneumoniae, repose sur l'internalisation d'ADN simple brin exogène et 
l'incorporation héritable d'informations génétiques (Claverys et al., 2009, Charpentier et 
al., 2012). La transformation naturelle se définit comme étant l'acquisition active et 
l'intégration transmissible d'ADN extracellulaire (Johnsborg et al., 2007). Cet événement 
implique de l’ADN nu, c’est-à-dire des fragments d’ADN ayant été libérés d’un 
organisme, généralement suite à la lyse cellulaire, et qui ne sont plus incorporés dans un 
chromosome ou une quelconque structure. Lorsque ces fragments d’ADN se trouvent 
dans un environnement à proximité d’un microorganisme ayant la capacité de les 
incorporer, le processus de transformation peut avoir lieu, à condition que la cellule soit 
du bon type bactérien, dans un état de compétence et dans des conditions physiologiques 
convenables pour permettre l’acceptation de matériel génétique exogène. L’incorporation 
d’ADN se produit seulement à certains stades du cycle de croissance cellulaire, 
généralement en réponse à un stress comme une forte densité cellulaire ou encore lorsque 
les nutriments disponibles diminuent. Dans ces conditions, une protéine, nommée facteur 
de compétence, est alors libérée dans le milieu et faciliterait l’entrée de l’ADN exogène 
dans la cellule hôte. Une série d’événements doivent se produire pour permettre l’entrée 
d’ADN nu dans une cellule : la membrane plasmique se modifie pour former des 
récepteurs spécifiques capables de lier l’ADN, après quoi ce matériel génétique doit être 
déplacé vers l’intérieur de la cellule par des protéines de transport, puis coupé par une 
exonucléase à ADN. Une fois le site d’entrée franchi, des endonucléases coupent l’ADN 
double-brin en fragments variant de 7 000 à 10 000 nucléotides. Lors de ce processus, les 
brins d’ADN se séparent et seul un des deux brins entre dans la cellule. Comme l’ADN 
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simple-brin est très vulnérable l’ADN exogène pourra être préservé à condition que les 
nucléases à la surface cellulaire aient été inactivées lors de la mise en place de la 
compétence. Une fois à l’intérieur de la cellule, l’ADN simple brin doit immédiatement 
s’associer, par appariement de bases, avec une portion du chromosome de l’hôte, 
autrement il sera détruit. La recombinaison homologue peut alors avoir lieu, menant à 
l’incorporation de l’ADN du donneur qui désormais devient partie intégrante du 
chromosome de l’hôte. La cellule recombinante résultant de ce processus a été 
génétiquement transformée et pourra dès lors exprimer les gènes étrangers qu’elle a reçus 
et les transmettre aux générations futures. La majorité des bactéries naturellement 
transformables sont capables d’incorporer de l’ADN provenant de n’importe quelle 
source, mais dans certains cas, comme pour Neisseria gonorrhoeae et Haemophilus 
influenzae, seuls des fragments d’ADN provenant de leur genre respectif mènent à la 
transformation (Black 2005). La prévalence d’actinomycètes naturellement 
transformables n’est qu’un objet de spéculation, puisque jusqu’à présent, seul 
Mycobacterium smegmatis a été décrit comme détenant cette compétence dans ce phylum 
(Johnsborg et al., 2007). 
En laboratoire, la transformation est rendue possible grâce à la perméabilisation 
artificielle de la membrane (Sinha et al.,  2012) qui est induite en employant différentes 
procédures incluant le traitement des cellules avec : (1) des solutions de chlorure de 
calcium, de sels d’éléments comme le magnésium, le baryum, le rubidium, le strontium et 
des mélanges de ceux-ci; (2) des agents chélateurs, comme l’acide éthylène diamine 
tétraacétique (EDTA); (3) des enzymes, comme des muraminidases ou des peptidases, 
menant à la formation de sphéroplastes ou de protoplastes; (4) des chocs thermiques 
chauds ou froids; (5) une exposition à un champ électrique (électroporation); et (6) le 
bombardement par des petites particules transportant l’ADN vers l’intérieur du 
cytoplasme (transformation biolistique). Toutefois, même en ayant une bactérie 
naturellement ou artificiellement compétente, il existe plusieurs barrières à la 
transformation, comme la présence de systèmes de restriction/modification 
incompatibles, la divergence dans les séquences d’ADN (Lorenz et Wackernagel,1994), 
l’utilisation de marqueurs de sélection inadéquats et plus encore (Ray et al., 2005). 
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La transformation de protoplastes a ouvert la voie à l’application de technologies d’ADN 
recombinant chez plusieurs bactéries à Gram positif (Hopwood 1981). Ces cellules 
bactériennes, libérées de leur paroi mucopolysaccharidique, sont obtenues par hydrolyse, 
puis dissolution des muréines, généralement avec du lysozyme, pour former des cellules 
sphériques dont la paroi de peptidoglycane a été partiellement dégradée. Toutefois, cette 
technique est souvent inefficace et non reproductible à cause de la difficulté à préparer, 
mais surtout à régénérer les protoplastes de plusieurs actinomycètes (Trieu-Cuot et al., 
1987).  
Par ailleurs, l’électroporation est une méthode efficace, ayant permis l’introduction 
d’ADN chez plusieurs microorganismes qui restaient jusqu’alors réfractaires à la 
transformation. Cette technique consiste à perméabiliser les cellules aux macromolécules 
grâce à un champ électrique par pulsation de différentes intensités et durées. En présence 
d’un champ électrique, des électropores se forment dans la membrane cellulaire, par 
lesquels les plasmides peuvent entrer dans la cellule (Cournoyer et Normand, 1992). La 
technique d'électroporation est utilisée pour la transformation d'actinomycètes mais 
l'efficacité de cette technique est très faible (Anzai et al. 2009) 
1.1.4 La conjugaison 
La conjugaison bactérienne est un mécanisme très sophistiqué de transfert horizontal de 
gènes entre deux partenaires (Koraimann et al., 2014). Celle-ci a été mis à jour par 
Joshua Lederberg en 1946 (Black 2005). Ce procédé requiert un contact direct entre une 
bactérie donneuse et une bactérie réceptrice (Black 2005). Ce premier contact entraine la 
synthèse d’un dispositif multiprotéique par la souche donneuse, créant un pore conjugatif 
par lequel l’ADN est transféré (Wozniak et Waldor, 2010). Le transfert est initié par une 
relaxase, encodée par un plasmide, qui reconnait une séquence spécifique appelée oriT et 
initie la réplication par cercle roulant en clivant l'ADN plasmidique. Les protéines de 
couplage (TrwB/TraG/TraD) interagissent avec la relaxase qui est attachée par un lien 
covalent à l'extrémité 5' de l'ADN plasmidique simple brin. Le pompage du complexe 
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protéines-ADN s'amorce au travers du canal T4SS vers la souche réceptrice. La relaxase 
médie la circularisation du plasmide simple-brin chez la réceptrice où l'ADN est 
convertie en molécule double-brin par les facteurs de l'hôte (Vogelmann et al. 2011). Ce 
procédé permet le transfert de très grande quantité d'ADN, parfois même un chromosome 
complet.  
C'est seulement en 1987 qu'une technique permettant le transfert conjugatif d’un 
plasmide entre Escherichia coli et une variété de bactéries à Gram positif est publiée 
(Trieu-Cuot et al., 1987). Le premier protocole de transfert intergénérique d’E. coli vers 
Streptomyces spp. fût rapporté pour la première fois deux ans plus tard (Mazodier et al., 
1989). Depuis, cette méthode a généré plusieurs succès avec un grand nombre de souches 
de Streptomyces, mais aussi avec d’autres genres bactériens appartenant aux 
actinomycètes, dont Amycolatopsis, Actinoplanes, Nonomuraea, Saccharopolyspora, 
Actinomadura, Nocardia, Micromonospora, Rhodococcus et Corynebacterium (Blaesing 
et al., 2005). Même si les procédures doivent être adaptées et optimisées pour des espèces 
individuelles avant d’atteindre une efficacité acceptable (Marcone et al., 2010), la 
conjugaison est un outil puissant pour le transfert de gènes chez plusieurs 
microorganismes et s’avère d’une grande importance pour transformer des bactéries à 
Gram positif (Blaesing et al., 2005). 
1.2. Tentatives de modifications génétiques chez Frankia 
Bien que le développement de méthodes sophistiquées menant à la modification 
génétique de bon nombre de microorganismes ne cesse d’augmenter, plusieurs espèces 
microbiennes restent réfractaires aux différentes approches de transformation 
bactérienne. Aucune approche de génie génétique moderne ne semble efficace chez 
Frankia, ce qui restreint à faire des analyses génétiques par clonage en hybridant des 
gènes provenant d’autres organismes (suppression subtractive hybridization) (Yamaura et 
al. 2010), des analyses phylogénétiques basées sur des séquences de gènes sélectionnées 
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(Kucho et al. 2010) ou encore l’isolement et la caractérisation de plasmides (Myers et 
Tisa, 2003). 
L’importance environnementale des Frankiaceae et la nécessité de mieux comprendre ce 
microorganisme ont poussé plusieurs chercheurs de renom à expérimenter diverses 
techniques de modification génétique. De puissantes stratégies génétiques ont été tentées, 
comme le knockout ou la surexpression des gènes d’intérêts, sans toutefois ne jamais y 
parvenir (Kucho et al., 2009). Le constat est clair : les outils en biologie moléculaire 
développés chez d’autres microorganismes, même chez les actinomycètes, ne peuvent 
être transposés directement chez Frankia. Au meilleur de nos connaissances, personne 
n’a réussi, à ce jour, à transformer Frankia de façon stable et efficace.  
1.2.1 La mutagenèse 
Il existe à ce jour quelques articles traitant de mutations introduites chez Frankia, mais 
aucun protocole standardisé n’a été solidement établi avant 2004. L’optimisation des 
traitements mutagènes aux UV et à la N-méthyle-N’-nitro-N-nitrosoguanidine a permis 
d’isoler quelques mutants résistants aux antibiotiques, aux métaux lourds ou aux 
antimétabolites (Carú et al., 1998), qui sont d’excellents marqueurs positifs pour le 
développement de vecteurs de clonage. Toutefois, ces mutants ont été obtenus en 
appliquant les agents mutagènes sur une suspension d’hyphes fragmentés plutôt que sur 
des spores ou des protoplastes. Évidemment, bien que cette méthode soit intéressante 
pour les souches présentant une faible sporulation, comme c’est le cas pour Frankia, la 
nature unigénomique des mutants isolés dans ces conditions demeure incertaine (Myers 
et Tisa, 2004). 
9 
 
1.2.2 La transduction 
L’étude des séquences génomiques des souches de Frankia publiées jusqu’à présent a 
révélé qu’il y a eu insertion de bactériophages dans leur génome par le passé. Bien que 
ces vestiges de prophages se fassent lentement effacer par des mutations, il serait 
probablement possible d’isoler des frankiaphages. Par contre, comme des tapis bactériens 
ne peuvent être obtenus avec Frankia pour permettre l’isolement de virus, il faudrait 
élaborer de nouvelles approches. Mary P. Lechevalier (Morrisville, VT) a rapporté 
l’identification de particules phagiques à l’intérieur d’une souche de Frankia 
(communication personnelle rapportée par Normand et al., 2007b). Ces travaux n’ayant 
malheureusement jamais été poursuivis, les frankiaphages ne sont que très peu 
caractérisés et aucun d’entre eux n’est disponible à l'heure actuelle pour tenter de faire 
des modifications génétiques par transduction. 
1.2.3 La transformation 
Malgré le fait que les techniques de modifications génétiques se multiplient et se 
spécialisent, plusieurs espèces microbiennes restent réfractaires aux approches de 
transformation bactérienne, où les plasmides sont utilisés comme vecteurs de clonage 
(Normand et al., 1983). En fait, seulement un nombre limité d’espèces bactériennes sont 
naturellement compétentes pour la transformation avec de l’ADN exogène (Demarre et 
al., 2005) et la transformation artificielle est souvent inopérable ou inefficace (Babic et 
al., 2008). Puisque la transformation de protoplastes est une méthode de choix pour 
introduire de l’ADN exogène chez plusieurs bactéries à Gram positif (Hopwood, 1981), 
des tentatives de protoplastisation de cellules de Frankia ont été effectuées dans l’optique 
éventuelle de transformer ces protoplastes. Les cellules de Frankia sont cependant 
réfractaires à la lyse par des traitements enzymatiques classiques pourtant très efficaces 
chez d’autres bactéries. Ainsi, le lysozyme, les protéases, la neuraminidase, 
l’achromopeptidase et une préparation brute de cellulase, d’hélicases et de mutanases ont 
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été testés, mais aucun de ces produits n’a permis la lyse efficace d’une proportion 
significative des cellules, ce qui représente un obstacle majeur pour l’obtention de 
protoplastes. Sans compter que la resynthèse de la paroi bactérienne chez Frankia est 
beaucoup trop lente, ce qui fait en sorte que la fréquence de régénération des protoplastes 
en cellules intactes est très faible (Cournoyer et Normand, 1992). L’utilisation de 
protoplastes ne semble donc pas être une technique adéquate pour les souches de 
Frankia. Pour le moment, cette méthode est tout à fait inutilisable pour mener une 
tentative de modification génétique. 
En revanche, l’électroporation semble être une approche efficace pour permettre l’entrée 
d’ADN à l’intérieur des cellules de Frankia. En 1992, Cournoyer et Normand ont réussi à 
introduire de l’ADN plasmidique indigène dans des cellules de Frankia en utilisant cette 
technique (Kucho et al., 2009). Des analyses d’hybridation ont confirmé la présence 
d’ADN plasmidique à l’intérieur des cellules électroporées, indiquant que le plasmide 
était bel et bien entré dans les bactéries réceptrices. Par contre, ces transformants étaient 
incapables de croître sur un milieu contenant l’antibiotique de sélection, ce qui suggère 
que les gènes plasmidiques n’étaient pas exprimés chez Frankia (Kucho et al.,  2009 ; 
Myers et al., 2003). 
 En 2003, toujours par la méthode d’électroporation, Myers et Tisa ont tenté d’introduire 
de l’ADN chromosomique provenant de Frankia sp. EAN1pec, résistante à la 
lincomycine et à la kasugamycine, par recombinaison homologue vers Frankia sp. EuI1c, 
qui est sensible à ces antibiotiques. Cette méthode d’échange allélique avait déjà fait ses 
preuves chez plusieurs microorganismes, les auteurs étaient donc confiants qu’en utilisant 
des marqueurs de sélection provenant d'un donneur du même genre, ceux-ci devraient 
être exprimés chez la cellule réceptrice. Après électroporation, ils ont effectivement 
réussi à obtenir des UFC résistantes aux antibiotiques de sélection, mais ces 
transformants n’ont pas été caractérisés au niveau moléculaire. Il est donc impossible de 
savoir si ces cellules étaient de vrais transformants ou de simples mutants naturels (Myers 
et al., 2003).  
En 2009, Kucho a tenté de transformer Frankia sp. Cci3 par électroporation en utilisant 
des promoteurs de transcription indigènes ainsi qu’un gène marqueur de sélection 
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démontrant un usage des codons similaire à Frankia spp.. L’intégration chromosomique 
des gènes marqueurs devait se faire par recombinaison homologue pour éventuellement 
permettre d’interrompre des gènes. À la suite du traitement par chocs électriques, les 
marqueurs de sélection se sont effectivement intégrés, mais à une très faible fréquence si 
l'on considère la longueur des régions homologues utilisées pour la recombinaison (4 kb) 
dans les constructions. Toutefois, des analyses de type Southern ont révélé que la plupart 
des marqueurs ne s’étaient pas intégrés dans le génome bactérien, mais existaient plutôt 
sous forme de fragments dégradés de la construction. Comme les plasmides transformés 
ne contenaient pas d’origine de réplication fonctionnelle chez Frankia, les molécules 
d’ADN qui ne s’étaient pas intégrées dans le chromosome ne pouvaient pas se répliquer 
de façon autonome. Bien que la technique ait porté fruit, puisqu’une certaine proportion 
des constructions est restée intacte et conférait la résistance à l’antibiotique de sélection, 
le gène marqueur présent dans les populations de transformants diminuait 
significativement au cours du temps. Cette perte du gène marqueur était donc 
probablement causée par le fait que la majeure partie des plasmides n’étaient pas intégrés 
dans le chromosome, qu’ils étaient donc instables et qu’ils se perdaient lors du processus 
de division cellulaire. En outre, l’apparition de mutants spontanés résistants à 
l’antibiotique a pu être à l’origine de la diminution du gène marqueur dans la population, 
puisqu’une proportion des cellules résistantes ne contenait pas le gène de résistance porté 
par le plasmide. Ainsi, la présence de mutants, présentant une résistance accrue à 
l’antibiotique, aurait graduellement exclu les transformants de la population lors de la 
maintenance dans un milieu sélectif liquide. Le temps d’incubation étant très long 
(environ 1 mois), ceci a permis le développement de mutants spontanés qui ont proliférés 
(Kucho et al., 2009). En 2013, la même équipe de travail a démontré que l'utilisation de 
marqueur de sélection ayant des codons optimisés pour Frankia favorisait l'efficacité de 
la transformation (Kucho et al., 2013). Ainsi, l’électroporation semble une technique 
efficace pour assurer l’entrée d’ADN à l’intérieur des cellules de Frankia, mais encore 
faut-il que les gènes présents sur le plasmide soient exprimés et transmis à la progéniture 
lors du processus de division cellulaire. 
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1.2.4 La conjugaison 
La transformation génétique de Frankia par conjugaison intergénérique avec des vecteurs 
navettes a été tentée (Normand et al., 2007b), mais une seule tentative a été rendue 
publique: Beaudin et collaborateurs ont effectué une conjugaison intergénérique entre 
Frankia alni ACN14a et E. coli ET12567/pUZ8002 transformé avec pFRKS-ECFP ou 
pFRKL-ECFP (Beaudin et al. 2012). Ces plasmides contenaient un fragment long (L) ou 
court (S) du gène sseA, codant pour une 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, impliqué 
dans le métabolisme des acides aminés contenant du soufre comme la cystéine. La 
conjugaison a démontré une fréquence de transfert conjugatif d’environ 10-5, ce qui est 
comparable à ce qui est obtenu chez d’autres actinomycètes (Voeykova 1998). Trente-
deux exconjugants ont été isolés et maintenus en culture liquide pendant plus de 18 mois 
et chacun d’entre eux a subi plusieurs passages dans un milieu frais supplémenté de 
néomycine. La majorité de ceux-ci ont été observés en microscopie à épifluorescence, 
confirmant une forte production d'ECFP tout au long du mycélium, alors que la souche de 
type sauvage ne présentait pas d’autofluorescence dans les mêmes conditions. Bien que 
les gènes plasmidiques aient été conservés et exprimés plus d’un an après conjugaison, la 
séquence et l’endroit exact du site d’intégration chromosomique du plasmide n’ont 
jamais été élucidés et il y a quelques indications que celui-ci a pu être fragmenté et altéré 
(relocalisé) par l’hôte (Beaudin et al., 2012). 
1.3. Particularités de Frankia 
En dépit de l’importance écologique et de l’intérêt biologique que suscite ce 
microorganisme, plusieurs facettes des Frankiaceae demeurent inconnus. L’absence 
d’outils génétiques fonctionnels et efficaces pour étudier Frankia restreint les progrès 
dans la compréhension de ce microorganisme et des voies régulatrices impliquées, entre 
autres, dans la différenciation morphologique et l’établissement d’une symbiose. Ainsi, 
l’absence de méthode menant à l’obtention de modification génétique stable (Kucho et 
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al., 2009) a sévèrement entravé les recherches sur la génétique de Frankia et empêche 
plusieurs chercheurs à passer au-delà des travaux descriptifs chez ce genre sous-étudié 
des actinomycètes. Les études génétiques sur les Frankiaceae sont difficiles pour 
plusieurs raisons, dont le faible taux de croissance, la nature multicellulaire, la  
germination de spores peu abondante et le manque de marqueurs génétiques (Carú et al., 
1998).  
1.3.1 Morphologie et composition membranaire 
Frankia est une bactérie pléomorphique présentant plusieurs types de différenciations 
morphologiques menant à la formation de structures hautement spécialisées (Torrey et 
al., 1983). On compte parmi celles-ci, les sporanges multiloculaires, localisés de façon 
terminale ou intercalaire sur l’hyphe, qui contiennent d’abondants sporangiospores non 
motiles à membranes épaisses (Lechevalier et al. ; 1994, Torrey et al., 1983). On retrouve 
aussi les filaments septés purement indifférenciés ou encore, les filaments comportant des 
renflements terminaux différenciés, appelés vésicules, sites de la fixation d’azote 
atmosphérique (Torrey et al., 1983 ; Benson 1993). Finalement, les hyphes végétatifs 
peuvent parfois s’élargir, formant des segmentations transversales régulières en 
abondance, semblable à une chaîne de spores. Ces structures particulières, appelées 
hyphes reproductifs toruleux (reproductive torulose hyphae ou RTH), diffèrent pourtant 
des sporanges, tant en ce qui a trait à la morphologie, la morphogénèse, ainsi que la 
reprise de croissance (Diem et Domergues1985).  
Les cellules de Frankia sont caractérisées par une paroi cellulaire de type III, soit le type 
le plus élémentaire et le plus répandu chez les actinomycètes. Elle est composée d’acide 
méso-diaminopimélique, d’acide glutamique, d’alanine, de glucosamine et d’acide 
muramique. En contrepartie, les patrons totaux de sucres cellulaires (whole-cell sugar, 
WCS) sont très diversifiés et parfois même inédits. La plupart des isolats possèdent un 
WCS de type D, constitué généralement de xylose, mais l’arabinose, composant mineur 
retrouvé chez d’autres actinomycètes, est absent chez Frankia. D’autres souches 
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contiennent un WCS de type E, constitué de fucose, un sucre qu’on ne retrouve pas dans 
les polysaccharides d’autres actinomycètes; un WCS de type B, constitué de madurose 
(3-O-méthyl-D-galactose); ou encore un WCS de type C, avec simplement une grande 
quantité de galactose ou de glucose (Lechevalier et al., 1994). La majorité des 
Frankiaceae contiennent aussi du 2-O-méthylmannose (Mort et al., 1983). Les acides 
gras sont généralement organisés en chaînes branchées comme ce que l’on retrouve 
typiquement chez les actinomycètes et l’acide mycolique n’est pas présent. Quant au 
patron de phospholipides, on retrouve le type PI (phosphatidylinositol, 
phosphatidylinositol mannosides et diphosphatidylglycerol) (Lechevalier et al., 1994). 
Avec cette composition complexe, les cellules de Frankia sont réfractaires à la lyse par 
des agents pourtant très efficaces chez d’autres bactéries. Ainsi, le lysozyme, les 
protéases, la neuraminidase et une préparation brute de cellulase, d’hélicases et de 
mutanases ont été tentés, mais aucun de ces produits n’ont permis la lyse efficace d’une 
proportion significative des cellules (Normand et al., 1983), ce qui représente un obstacle 
majeur pour l’obtention de protoplastes. 
1.3.2 Croissance  
L’étude génétique conventionnelle est difficile chez Frankia, à cause des problèmes 
reliés à sa physiologie et sa vitesse de croissance lente (Normand et al., 1983). Les 
souches de Frankia sp. présentent un temps de doublement de 15 à 24 heures, se 
prolongeant généralement sur une plus longue période, et ce dans les meilleures 
conditions de croissance en milieu liquide (Bassi et al., 2007; Benson 1993). 
Typiquement, les actinomycètes filamenteux croissent par branchement et extension à 
l’extrémité des hyphes, menant à la formation d’un mycélium et créant par le fait même 
une mixture de cellules physiologiquement hétérogènes, ce qui éventuellement ralentit le 
taux de croissance total. Ce mode de croissance filamenteux et la formation souvent 
abondante de sporanges en milieu liquide font en sorte que la cinétique de croissance des 
souches de Frankia est complexe. Elle consiste généralement en une phase de latence, 
après homogénéisation et remise en culture, suivie par une courte phase de croissance 
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exponentielle menant à l’augmentation de la biomasse qui ralentit au fil du temps 
(Benson 1993). De plus, les Frankiaceae croissent difficilement sur des milieux solides, 
de sorte que les unités formatrices de colonies (UFC) peuvent devenir visibles en l’espace 
de 7 à 10 jours après étalement d’une suspension cellulaire sur un milieu gélosé, mais 
nécessitent généralement une incubation se prolongeant sur plusieurs semaines, voire 
quelques mois. Ces contraintes de temps, ainsi que le mode de croissance filamenteux 
mène à plusieurs limitations lorsque vient le temps d’étaler ce microorganisme sur milieu 
solide, que ce soit pour la germination de spores ou encore pour isoler des mutants 
(Benson et Silvester, 1993 ; Bassi et al., 2007).  
L’inconvénient de travailler avec des microorganismes filamenteux formant des 
populations de cellules hétérogènes est la difficulté d’obtenir une seule unité génomique 
(autrement dit: « un clone cellulaire »). Mis à part leur rôle écologique important dans le 
cycle de vie des organismes filamenteux, les sporangiospores produits par Frankia sp. 
pourraient s’avérer des outils puissants pour les études génétiques. Les spores 
représentent généralement la voie la plus facile pour obtenir une large population de 
cellules haploïdes clonales chez les actinobactéries. Cependant, bien que la plupart des 
souches de Frankia sporulent en culture, la germination de ces spores in vitro demeure 
faible, variant de 0 à 30 % seulement, sans compter que celle-ci est asynchrone 
(Krumholz et al., 2003). Comme les protocoles de sporulation et de germination sont loin 
d’être au point chez Frankia spp., il reste beaucoup de travail à faire pour que la récolte 
de spores soit efficace, à moins de trouver une autre option pour isoler des cellules 
uniques, comme les RTH.  
1.3.3 Génomes et usages des codons 
Les Frankiaceae possèdent un chromosome circulaire très riche en G + C. Ceux-ci 
présentent la plus grande divergence de tailles de génome rapportée pour des bactéries du 
sol aussi apparentées (97.8-98.9 % d’identité pour les gènes d’ARN ribosomal 16S) 
(Normand et al., 2007a), qui est encore plus grande que ce que l’on croyait avec le 
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séquençage récent des souches de Frankia sp. CeD (5.0046 Mb) et Frankia sp. R43 
(10.4489 Mb) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/13514). Cette disparité 
dans la taille des génomes reflèterait le spectre d’hôtes végétaux, la spéciation de ces 
plantes ainsi que leur position biogéographique. Frankia sp. Cci3, ayant un spectre 
d’hôtes restreint et une dissémination limitée géographiquement, présente un plus petit 
génome (5.43 Mb), alors que Frankia alni ACN14a (7.50 Mb) et Frankia sp. EAN1pec 
(9.04 Mb) présentent respectivement un éventail d’hôtes moyen et très large avec une 
distribution beaucoup plus étendue (Normand et al., 2007b). Ainsi, bien que l’association 
avec un hôte favorise la contraction du génome, la diversification des hôtes mènerait 
plutôt à l’expansion du génome, comme on l’observe aussi chez Mycobacterium (Gao et 
Gupta, 2012). L’exceptionnelle disparité dans la taille de ces génomes est la résultante de 
divers processus de délétion, duplication, rétention et acquisition, s’opérant chez chacune 
des souches, mais à différents degrés. L’étude des trois premiers génomes séquencés 
révèle l’acquisition de gènes par transfert latéral, montrant que ces génomes sont 
dynamiques. Sans compter que ceux-ci présentent des patrons complexes de délétions et 
duplications, en plus de contenir des pseudogènes et de nombreux éléments 
transposables, laissant croire à un fort degré de plasticité (Normand et al., 2007b). 
Comme il est évident que ce microorganisme est capable d’acquérir du matériel 
génétique exogène, il s’agit donc de trouver les conditions idéales qui mèneront à la 
modification génétique de cette actinobactérie.  
Plusieurs facteurs peuvent constituer un obstacle à la transformation des Frankiaceae, 
dont l’expression génique, la restriction chez l’hôte ou l’usage de réplicons inappropriés 
(Myers et Tisa, 2003). Il semble que le génome de chaque être vivant évolue vers un 
patron spécifique d’usage de codons, contribuant à une expression optimale des gènes, en 
fonction du style de vie, des sources d’énergie disponibles et de l’environnement dans 
lequel l’organisme se développe. Au niveau de l’expression génique, la fréquence 
d’usage des différents codons chez un organisme est d’une grande importance pour 
permettre la transcription et la traduction adéquates des gènes d’intérêts. Plusieurs auteurs 
interprètent les variations dans la disponibilité des différents ARN de transfert (ARNt) 
comme un facteur important, pouvant induire des biais dans les codons retrouvés dans les 
gènes hautement exprimés. L’exactitude et l’efficacité de la traduction, ainsi que la force 
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d’interaction entre codons-anticodons pourrait contribuer aux choix des codons 
constituant un gène. Des biais de substitution, sélectifs ou non, s’opérant lors de la 
réplication de l’ADN, la transcription et la réparation, jouent aussi un rôle clé, sans 
compter les autres facteurs pouvant influencer les choix de codons comme la méthylation 
de l’ADN, la stabilité des ARN messagers, la localisation cellulaire, le contexte des 
codons, ainsi que l’origine des espèces (Karlin 2000).  
Mis à part la méthionine et le tryptophane, les acides aminés sont assignés par deux 
codons synonymes ou plus, dont la fréquence d’usage varie en fonction des organismes 
(Kucho et al., 2009). Chez un microorganisme comme Frankia spp., qui possède un 
génome très riche en G + C, variant de 66 à 77 % en fonction des souches (Benson 1993), 
il est rare que l’on retrouve des codons comprenant un A ou un T à la troisième position 
et lorsque c’est le cas, l’efficacité de traduction des gènes contenant de tels codons est 
généralement basse. Ceci peut faire en sorte que les gènes de sélection généralement 
utilisés pour la transformation bactérienne ne soient pas exprimés de façon adéquate étant 
donné la différence des séquences promotrices ou encore la fréquence d’usage de certains 
codons (Kucho et al., 2009). De plus, la force des promoteurs utilisés est aussi d’une 
grande importance pour permettre une bonne expression du gène marqueur de sélection. 
Il est fort possible que les promoteurs normalement utilisés soient faiblement exprimés 
chez Frankia.  
1.4. Sensibilité à l'acide nalidixique chez les streptomycètes et Frankia 
L'acide nalidixique est particulièrement efficace en tant qu'inhibiteur de croissance contre 
la majorité des microorganismes à Gram négatif, incluant E. coli (Grover et al., 2006). 
Pour cette raison, cet antibiotique est généralement utilisé dans les protocoles de 
conjugaison avec les actinomycètes afin éliminer la souche donneuse à la suite du 
transfert plasmidique. L'acide nalidixique, faisant partie de la famille des quinolones, 
inhibe spécifiquement la synthèse d'acide déoxyribonucléique (ADN) lors de la 
réplication bactérienne (Goss et al., 1965). Cet antibiotique interfère avec la sous-unité A 
de l'ADN gyrase (Hooper et al., 1989) et inhibe l'ADN topoisomérase II et IV, enzymes 
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fonctionnant dans une variété d'activités importantes pour le maintien de la topologie du 
génome et des supertours des chromosomes circulaires (Kota et al., 2014). Les bactéries à 
Gram positif, comme les actinomycètes, sont, pour la plupart, résistantes à cet 
antibiotique (Grover et al., 2006). Il existe toutefois certaines souches de Streptomycètes 
dont Streptomyces caelestis NRRL-2821 qui présentent une sensibilité à l'acide 
nalidixique (Kakavas et al., 1997 ; Allard et al., 2015b), rendant cette méthode 
inadéquate pour contre-sélectionner lors d'une conjugaison avec ces souches (Figure 0).  
 
Figure 1: Susceptibilité de deux streptomycètes à 0 µg (disque A) et 30 µg (disque B) 
d'acide nalidixique sur milieu 'starch casein agar' (SCA). La sensibilité au Nal a été 
testée sur des géloses de 15 ml SCA inoculées avec 4 × 10
6
 spores de S. coelicolor A3(2) 
M145 ou S. caelestis NRRL-2821. Des disques de papier imbibés de 0 ou 30 µg Nal ont 
été déposés sur les géloses. Celles-ci ont été incubées 20 minutes à 4°C pour permettre la 
diffusion. Après 72 h à 30°C, les zones d'inhibition ont été calculées en utilisant 2 
mesures à angle droit. (Allard et al., 2015b) 
Comme on peut voir à la figure 1 l'inhibition de la croissance microbienne se manifeste 
par l'apparition d'une zone claire circulaire autour du disque contenant l'acide nalidixique. 
Selon le BD BBL Sensi-Disc Antimicrobial Susceptibility Test, une zone d'inhibition de 
diamètre de ≤13 mm correspond à une souche bactérienne résistante, entre 14-18 mm, la 
souche est considérée comme ayant une résistance intermédiaire alors qu'au-delà de 19 
mm, on considère la souche comme étant sensible. Ainsi, S. coelicolor A3(2) M145 est 
résistante à l'acide nalidixique (12.5 ± 0,5 mm) alors que S. caelestis NRRL-2821 est 
sensible (32.3 ± 0,8 mm) (Allard et al., 2015b). Étant donné que l'obtention d'un tapis 
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bactérien n'est pas possible chez Frankia, sa sensibilité à l'acide nalidixique ne peut être 
testée avec cette méthode. Toutefois, l'acide nalidixique pourrait affecter la croissance et 
avoir des effets inattendus sur la souche réceptrice (Allard et al., 2015a). 
Conséquemment, pour limiter les stress encourus par la souche réceptrice, il conviendrait 
de trouver un procédé n’ayant aucun impact sur celle-ci. L'utilisation d'une souche 
donneuse auxotrophe devient intéressante dans ce contexte.  
 
1.5. L'acide diaminopimélique  
Chez les entérobactéries, la première enzyme de la voie de biosynthèse de l'acide 
diaminopimélique (DAP), est la dihydrodipicolinate synthétase, codée par le gène dapA 
(Richaud et al., 1986). Cette voie métabolique est responsable de la synthèse de la lysine, 
acide aminé essentiel, et de son précurseur immédiat le meso-2,6-DAP (Dogovski et al., 
1998). Ceux-ci sont tous deux des constituants majeurs de la paroi de peptidoglycane de 
toutes les bactéries à Gram négatif et de certaines bactéries à Gram positif, dont les 
mycobactéries (Mitsako et al., 2007 ; Nocek et al.,  2010). Le DAP est ainsi essentiel non 
seulement à la synthèse protéique, puisqu'il est le précurseur de la lysine, mais il est aussi 
essentiel au maintien de l'intégrité cellulaire (Rediers et al., 2003 ; Pavelka et al., 1996). 
La biosynthèse de la lysine est largement exploitée comme cible antibactérienne 
puisqu'elle inhibe la croissance microbienne par ces deux mécanismes (Bland et al., 
2011). Plusieurs études ont montré que la voie de synthèse du DAP est vitale puisque son 
inactivation rend E. coli incapable de croitre en absence de DAP exogène dans le milieu 
de culture (Cox et al., 1998 ; Bland et al., 2011). Comme les milieux de culture standard, 
même les milieux riches en laboratoire ne contiennent pas de DAP, la contre-sélection est 
très facile à exécuter (Bland et al., 2011). La lyse cellulaire se déroule après une 
génération lors de la croissance exponentielle, période pendant laquelle les cellules se 
divisent activement, ce qui nécessite la synthèse de peptidoglycane en continu (Pavelka et 
al., 1996). Chez E. coli, la délétion des gènes dapA, B, C, D et E confère une auxotrophie 
pour le DAP pouvant être utilisée lors d'une contre-sélection (Bland et al., 2011). 
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L'accroissement de la résistance microbienne aux antibiotiques conventionnels a stimulé 
l'intérêt pour de nouvelles méthodes inhibant entre autres la biosynthèse de la paroi 
cellulaire. Une approche consiste à empêcher la formation d'acides aminés comme la D-
alanine, le D-glutamate et le méso-DAP qui sont présent dans le peptidoglycane (Pillai et 
al., 2007). L'utilisation de souche donneuse auxotrophe évite l'utilisation de l'acide 
nalidixique pour la sélection des exconjugants, qui pourrait avoir des effets inattendus sur 
la souche réceptrice (Allard et al., 2015a). Ainsi, la croissance de cette dernière peut se 
faire dans des conditions optimales, ce qui est spécialement intéressant chez les 
microorganismes à croissance lente (Thoma et al., 2009), comme Frankia. Cette 
approche rend la conjugaison accessible à un plus large spectre d'espèces bactériennes 
potentiellement sensibles à l'acide nalidixique comme c'est le cas pour Micromonospora 
sp. 40027 (Li et al., 2003) et S. caelestis NRRL-2821 (Kakavas et al., 1997). 
1.6. Hypothèse et objectifs 
Le projet de recherche est basé sur l'hypothèse suivante: l'utilisation d'une souche 
auxotrophe pour l'acide diaminopimélique rendra possible la conjugaison avec des 
organismes sensibles à l'acide nalidixique et facilitera la contre-sélection de la souche 
donneuse suite à un transfert conjugatif. De cette hypothèse découlent trois objectifs 
spécifiques et originaux, soit de: 1) concevoir une souche auxotrophe d'E. coli 
ET12567/pUZ8002 (ΔdapA) par transduction avec le phage P1vir à partir de la souche 
DPL12 (Carraro et al., 2014), 2) caractériser la croissance bactérienne en absence ou en 
présence d'acide nalidixique ou de DAP et 3) démontrer que l'utilisation de cette souche 
auxotrophe facilite la contre-sélection lors du protocole de conjugaison intergénérique 
entre E. coli et divers actinomycètes.  
L’utilisation d’une souche donneuse déficiente pour plusieurs systèmes de restriction-
méthylation (F-dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR) s’avère importante, car l’ADN 
méthylé représente une barrière pour le transfert interspécifique de gènes chez plusieurs 
actinomycètes (Choi et al., 2004). De plus, plusieurs souches de Frankia contiennent des 
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systèmes de restriction sensible à la méthylation, dont des protéines Mrr (methylated 
adenine recognition and restriction); (FRAAL3325, Francci3_1132, Franean1_5336 en 
sont quelques exemples). Comme ce type de protéine pourrait reconnaître et cliver l'ADN 
de la souche donneuse, ceci pourrait constituer un sérieux problème lors de la 
transformation ou de la conjugaison (Normand et al., 2007a), ce qui justifie d’autant plus 
ce choix. Cette bactérie donneuse contient le plasmide pUZ8002, dérivé de RK2, dont 
l’origine de transfert (oriT aph) est défectueuse. Ainsi, le plasmide lui-même n’est pas 
autotransmissible, mais fournit les fonctions de mobilisation, permettant la formation 
d’un pore conjugatif pour le transfert de plasmides ayant une oriT fonctionnelle (MacNeil 
et al., 1992). 
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CHAPITRE 2 
A DIAMINOPIMELIC ACID AUXOTROPHIC ESCHERICHIA COLI DONOR 
PROVIDES IMPROVED COUNTERSELECTION FOLLOWING 
INTERGENERIC CONJUGATION WITH ACTINOMYCETES. 
2.1 Contribution des différents auteurs 
La rédaction de l'article ainsi que tous les résultats ont été générés par Nancy Allard. 
Dominic Poulin-Laprade a fourni de l'assistance lors de l'application de la méthode de 
transduction et a participé à la révision de l'article. Daniel Garneau a effectué la prise 
d'images ainsi que le traitement des données en microscopie. Les Pr Vincent Burrus, 
Ryszard Brzezinski et Sébastien Roy ont contribué à l'élaboration du projet et la révision 
de l'article. Tous les auteurs ont lu et approuvé le manuscrit final. Cet article a été publié 
dans le Canadian Journal of Microbiology : Allard, N., Garneau, D., Poulin-Laprade, D., 
Brzezinski, R., Burrus, V., and Roy. S. 2015. A diaminopimelic acid auxotrophic 
Escherichia coli donor provides improved counterselection following intergeneric 
conjugation with actinomycetes. Canadian journal of Microbiology. 61(8): 565-574. 
2.2 Mise en contexte des travaux 
Considering the medical, biotechnological, and economical importance of actinobacteria, 
there is a continuous need to improve the tools for genetic engineering of a broad range 
of these microorganisms. Intergeneric conjugation has proven to be a valuable yet 
imperfect tool for this purpose. The natural resistance of many actinomycetes against 
nalidixic acid (Nal) is generally exploited to eliminate the sensitive Escherichia coli 
donor strain following conjugation. Nevertheless, Nal can delay growth and have other 
unexpected effects on the recipient strain. To provide an improved alternative to 
antibiotics, we propose a post-conjugational counterselection using a diaminopimelic acid 
(DAP) auxotrophic donor strain. The DAP-negative phenotype was obtained by 
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introducing a dapA-deletion into the popular methylase-negative donor strain 
ET12567/pUZ8002. The viability of ET12567 and its ΔdapA mutant exposed to DAP 
deprivation or Nal selection were compared in liquid pure culture and after mating with 
Streptomyces coelicolor. Results showed that death of the E. coli ΔdapA Nal-sensitive 
donor strain occurred more efficiently when subjected to DAP deprivation than when 
exposed to Nal. Our study shows that post-conjugational counterselection based on DAP 
deprivation circumvents the use of antibiotic and will facilitate the transfer of plasmids 
into actinomycetes with high biotechnological potential, yet currently not accessible to 
conjugative techniques. 
Étant donné l'importance médicale, biotechnologique et économique des actinobactéries, 
il y a un besoin constant d'améliorer les outils permettant de modifier génétiquement un 
large éventail de ces microorganismes. La conjugaison intergénérique est un outil 
éprouvé pourtant imparfait à cet effet. La résistance naturelle de plusieurs actinomycètes 
à l'acide nalidixique (Nal) est généralement exploitée pour éliminer la souche donneuse 
d'Escherichia coli sensible, à la suite d'une conjugaison. Toutefois, le Nal peut affecter la 
croissance et avoir des effets inattendus sur la souche réceptrice. Pour offrir une 
alternative à l'antibiotique Nal, nous proposons une technique de contre-sélection en 
utilisant une souche donneuse auxotrophe pour l'acide diaminopimélique (DAP). Le 
phénotype DAP-negatif a été obtenu en introduisant la délétion de dapA chez la populaire 
souche donneuse méthylase-négative ET12567/pUZ8002. La viabilité d'ET12567 et de 
son mutant ΔdapA, exposé soit à la sélection par carence en DAP ou par sensibilité au 
Nal, ont été comparées en culture pure liquide et après une conjugaison avec 
Streptomyces coelicolor. Les résultats démontrent que la mortalité chez E. coli ΔdapA 
sensible au Nal se produit plus efficacement en absence de DAP qu'en présence de Nal. 
Notre étude démontre que cette méthode de contre-sélection post-conjugationnelle 
permet d'éviter l'utilisation d'antibiotique et facilitera le transfert de plasmides chez des 
actinomycètes ayant un potentiel biotechnologique, pour lesquels les techniques de 
conjugaison ne sont pas encore accessibles. 
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2.3 Introduction 
The actinomycetes comprise a diverse group of Gram-positive, filamentous bacteria 
renowned for being the most important producers of antibiotics and other secondary 
metabolites such as immunosuppressants, antitumor compounds, antivirals, and 
antiparasitic agents (Bibb 2013). These commercially valuable compounds are largely 
used in agriculture, food production and pharmacology. Consequently, there is a constant 
need to develop new approaches for the genetic manipulation of a wide range of 
industrially relevant actinomycetes. Genetic tools are crucial for the identification and 
functional analysis of biosynthetic pathways involved in metabolite production, the 
optimization of the expression of genes of interest, as well as the engineering of 
overproducing strains (Baltz 2011). 
 
Bacterial conjugation has proven to be a valuable tool, given the large amount of genetic 
material that can be transferred per conjugation event and the broad host range of some 
conjugative plasmids. Intergeneric conjugation between Escherichia coli and a variety of 
Gram-positive bacteria was initially demonstrated by Trieu-Cuot et al. (1987). 
Afterwards, Mazodier et al. (1989) developed the first protocol for conjugation between 
E. coli and Streptomyces. Ever since, conjugative transfer of plasmids has often been 
used efficiently to introduce foreign DNA into multiple actinobacterial genera such as 
Corynebacterium (Schäfer et al. 1990), Saccharopolyspora (Matsushima et al. 1994), 
Actinomaduras, Arthrobacter, Micromonospora, Nocardia, Rhodococcus (Voeykova et 
al. 1998), Amycolatopsis (Stegmann et al. 2001), Nonomuraea (Stinchi et al. 2003), and 
Actinoplanes (Heinzelmann et al. 2003). Unfortunately, despite the progress made in 
these conjugation-based methodologies, several inherent limitations remain, including the 
ability to counterselect the exconjugants against the donor strain. The natural resistance 
of many actinobacteria to nalidixic acid (Nal) is generally exploited to eliminate the 
sensitive E. coli donor strain following conjugation. Nevertheless, to circumvent the use 
of antibiotics, which could have unexpected effects on the recipient strain, we exploited 
an alternative counterselection approach. 
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In E. coli, the first enzyme of the diaminopimelate pathway is dihydrodipicolinate 
synthetase (DHDPS) encoded by the dapA gene (Richaud et al. 1986). This enzyme is 
required for the biosynthesis of D,L-diaminopimelic acid (meso-DAP), which provides 
the cross-linkage of peptidoglycan in many Gram-negative and mycobacterial cell walls. 
Furthermore, DAP serves as a direct precursor of lysine, one of the 20 essential amino 
acids. Previous work showed that disruption of this metabolic pathway leads to bacterial 
cell death and renders E. coli unable to grow in media lacking DAP (Born and Blanchard 
1999). The successful use of auxotrophic donors to facilitate the selection of 
exconjugants has been exploited in conjugations with Bartonella (Dehio and Meyer 1997, 
Dehio et al. 1998), Vibrio (Demarre et al. 2005), Burkholderia (López et al. 2009), and 
Pseudomonas (Thoma and Schobert 2009). However, these auxotroph strains are DNA 
methylation proficient, which is inappropriate for conjugation with actinomycete methyl-
restricting hosts, since even hemi-methylated DNA represents a barrier to the 
introduction of heterologous DNA (Flett et al. 1997). Therefore, we constructed a ΔdapA 
mutant of the methylation-deficient E. coli ET12567 to achieved counterselection easily, 
without affecting the recipient strains by the addition of antibiotic following conjugation. 
 
2.4 Materials and methods 
2.4.1 Bacterial strains and culture conditions 
Methylation-deficient E. coli ET12567 (dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdS) was used as 
recipient for transduction of the ΔdapA mutation and as the donor strain in intergeneric 
mating experiments. ET12567 harbors the non-transmissible helper plasmid pUZ8002, a 
derivative of RK2 able to mobilize other plasmids efficiently (MacNeil et al. 1992). 
Routinely, E. coli ET12567 was grown at 37 °C in LB medium, with shaking (225 rpm) 
or on LB agar. Streptomyces coelicolor A3(2) M145 (SPC1
-
, SPC2
-
) was cultured at 30 
°C on SLM3 agar (DeWitt 1985) for the preparation of spore stocks, which were 
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subsequently stored in 20% glycerol at -20 °C. Mannitol soya flour (MS) medium (Kieser 
et al. 2000) was used for the mating assays and subsequent selection of exconjugants and 
total count of recipients. Exconjugants chosen for further analysis were spread onto 
tryptic soy agar (TSA) containing apramycin (selectable marker carried by the 
mobilizable plasmid pSET152) and then, grown at 30 °C with shaking (225 rpm) in 
tryptic soy broth (TSB). To allow growth, culture media for E. coli ET12567 ΔdapA were 
supplemented with 0.3 mM DL-α,ε-diaminopimelic acid (DAP). DAP was also added to 
growth medium in some control experiments with the wild-type ET12567 strain. When 
required, the antibiotics were used at the following concentrations: 50 µg/ml apramycin 
sulfate (Apr), 25 µg/ml chloramphenicol (Cam), 200 µg/ml erythromycin (Erm), 25-50 
µg/ml kanamycin sulfate (Kan), 25 µg/ml nalidixic acid sodium salt (Nal). 
2.4.2 Transduction 
The deletion of the dapA gene in E. coli ET12567/pUZ8002 was introduced by P1vir 
transduction using DPL12 (E. coli MG1655 ΔdapA::(erm-pir)) (Carraro et al. 2014) as 
donor. The latter strain bears a 185-bp deletion within the reading frame of the dapA gene 
(Richaud et al. 1993) further disrupted by a synthetic erm-pir operon (Demarre et al. 
2005). Transductants were recovered after 24 h of growth on LB agar containing Kan (25 
µg/ml), Cam and Erm to select for pUZ8002, the dam mutation and the ΔdapA mutation, 
respectively. DAP was also added to the medium to allow growth of the ΔdapA strains. 
DAP-deficient mutants were tested for the lethal phenotype in the absence of 
exogenously added DAP. The deletion of dapA in two mutants was further confirmed by 
PCR analysis using primers flanking the deletion region (Fig. S1). The amplification and 
sequencing of a 1820-bp fragment of the rpoD gene, encoding the RNA polymerase 
primary σ70 factor was used as a PCR positive control (Fig. S1). 
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Fig. S1. PCR analysis of dapA (879 bp) and rpoD (1820 bp) gene segments amplified 
from genomic DNA of E. coli ET12567 and two ΔdapA mutants. The faint band 
visible for the ΔdapA mutants appeared to be a non-specific PCR by-product of the 
aldehyde oxidoreductase gene (eutE), as revealed by sequencing. Lanes: M, GeneRuler 1 
kb DNA ladder; 1, E. coli ET12567; 2-3, E. coli ET12567 ΔdapA.  
2.4.3 Growth curves 
The growth characteristics of E. coli strains were compared in LB medium supplemented 
or not with various combinations of DAP or Nal. The strains were initially grown in 5 ml 
LB medium (supplemented with DAP for the ΔdapA mutant) for 18 h, then washed twice 
in LB medium and brought to equal cell densities (OD600nm of 0.1) in 50 ml of fresh LB 
medium with appropriate supplements. Growth was monitored for 22h35 (1355 min) at 
37 °C with continuous shaking (225 rpm). Each condition was tested in three biological 
replicates and the growth curves were based on duplicate measures of OD600nm for each 
sample. The ability to grow into colony forming units (CFUs) was estimated by serial 
dilutions of several time points of the growth curve culture, and plating on LB agar 
(supplemented with DAP for the ΔdapA mutant). The count of CFUs was used to 
determined the mean % of survival (Survival (%) = number of CFUs at time X / number 
of CFUs at time 0 × 100). 
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2.4.4 Fluorescence microscopy 
To estimate the cell wall integrity, E. coli cells were collected at three time points during 
growth (0, 210, and 390 min) and stained for 15 min in the dark at room temperature with 
LIVE/DEAD
®
BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) according to 
the manufacturer's instructions. The two nucleic acid stains were used as a 1:1 mixture of 
the green fluorescent SYTO 9 and the red fluorescent propidium iodide (PI). When 
appropriate, samples were diluted 1:10 or 1:100 in LB medium prior to the staining 
procedure to allow cell counting by fluorescence microscopy. A volume of 20 µl of the 
stained bacterial suspension was trapped between a slide and a 20 × 30 mm cover glass. 
Pictures were taken after 20 min to allow the deposition of the cells. Images were 
acquired on an Axio Imager M1 (Zeiss) using a 40X objective and appropriate excitation 
and emission filters for each fluorescent dye. Experimental error was reduced with the 
acquisition of eight images (random fields) per slide per dye (n=3). Image pre-processing 
and segmentation were performed with CellProfiler software version 2.1 (Carpenter et al. 
2006). Threshold was applied to identify PI positive cells and the percentage of positive 
cells per image was determined. For each condition, the mean and standard error of the 
mean (SEM) were calculated. 
2.4.5 Intergeneric conjugation 
E. coli ET12567 (pUZ8002/pSET152) or its ΔdapA mutant were used as donors in 
intergeneric conjugations. The model actinomycete Streptomyces coelicolor A3(2) M145 
was selected as recipient since it is a well characterized strain often used in standard 
experiments (Blaesing et al. 2005). The established protocol for conjugation (Kieser et al. 
2000) was adapted with the following modifications. The pSET152 vector (Apr
R
) 
(Bierman et al. 1992) was used to direct its site-specific integration into the bacteriophage 
φC31 attachment site in the chromosome of S. coelicolor. Approximately 108 
Streptomyces spores were suspended in 500 µl of 2×YT broth, heat shocked at 50 °C for 
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10 min and cooled to room temperature. The spore suspensions were spread onto a 
polycarbonate membrane filter (PCTE, 0.2 µM, 25 mm, Main manufacturing, MI, USA), 
placed onto MS agar with 10 mM MgCl2, supplemented or not with 0.3 mM DAP. The 
plates were incubated 30 min at 30 °C to allow spore germination. Then a drop of 
overnight cultures containing ~ 5 × 10
7 
cells of donor strain was added to the germinated 
spores and mating was performed at 30 °C for 5 or 20 h. Total donor CFUs were 
quantified at the beginning of the mating by plating appropriate serial dilutions on LB 
agar ± DAP. Mating partners were recovered in 1 ml of 2×YT broth and 100 µl of serial 
dilutions were plated onto selective media to quantify the recipient and exconjugant 
CFUs. Counterselection of ET12567 strain was carried out by using 25 µg/ml Nal, while 
counterselection of the ΔdapA mutant was achieved by adding either (i) 25 µg/ml Nal 
with 0.3 mM DAP or (ii) without Nal nor DAP. The plates were incubated for 18-20 h 
and then overlaid with 2.5 ml soft nutrient agar with or without Apr for exconjugants 
selection and total count of recipient CFUs, respectively. Incubation was continued 3 to 5 
days until CFUs of exconjugants appeared. To estimate the frequency of spontaneous 
Apr-resistant mutants, control conjugation mixes were processed as above but with the 
addition of E. coli donor cells not carrying pSET152. The frequency of exconjugant 
formation was obtained by dividing the number of exconjugant CFUs by the number of 
donor CFUs. Exconjugants were further cultured on selective TSA and analyzed by PCR 
for site-specific integration of pSET152 into the φC31 attB site. 
2.4.6 Comparison of DAP and Nal counterselection 
In order to compare the efficiency of both counterselection approaches, the viability of 
ET12567 and its ΔdapA mutant donor strains was estimated over time following a 5 h 
mating procedure. To do this, mating partners were resuspended from the membrane 
filter in 1 ml 2×YT broth and 100 µl samples were plated in triplicate onto MS medium 
supplemented or not with DAP, and DAP + Nal for the ΔdapA mutant or onto MS 
medium with or without Nal for ET12567. The plates were incubated at 30 °C and the 
viability of E. coli was monitored at 0, 2, 4, and 6 h after conjugation by harvesting the 
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cells from the plates. For this purpose, plates were washed twice with 5 ml LB medium 
and gently scraped with a polypropylene cell spreader to retrieve cells. After 
centrifugation at 500 g for 10 minutes and removal of the supernatant, the cells were 
resuspended in 1 ml of LB medium. Serial dilutions were plated on LB agar 
supplemented with Kan (antibiotic marker carried by pUZ8002) and with or without DAP 
to allow the growth of the donor strain only. CFUs were counted after 18 h of incubation 
at 37 °C. Four replicates were performed for each viability count assay.  
2.4.7 DNA isolation and molecular techniques 
Preparation and transformation of competent E. coli cells were performed as described by 
Sambrook and Russell (2001). Streptomyces genomic DNA was isolated using the salting 
out procedure (Kieser et al. 2000), while E. coli genomic DNA was isolated as described 
by Rasmussen et al. (2008). PCRs were used to detect the presence of the rpoD and dapA 
genes in E. coli as well as the acc(3)IV gene segment (Apr
R
) and the fragments 
confirming the site-specific integration of pSET152 in S. coelicolor exconjugants (attR, 
attL). PCRs were carried out in total reaction volumes of 50 µl with Easy-A High Fidelity 
Taq polymerase (Stratagene-Agilent Tech., Mississauga, ON, Canada) according to the 
manufacturer's instructions. The PCR cycles comprized pre-incubation of 2 min at 95 °C 
followed by 30 cycles of 40 sec at 95 °C, 30 sec at 50-65 °C (depending on primers 
used), and 1 min at 72 °C with a final extension step of 7 min at 72 °C. All 
oligonucleotides (Table 1) were provided by Integrated DNA Technologies (Coralville, 
IA, USA). When needed, PCR products were purified using the QIAquick gel extraction 
kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) or cloned into pCR2.1TOPO (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) according to the manufacturer’s instructions. Sequencing of PCR 
products was performed at Genome Quebec Innovation Center of McGill University 
(Montreal, QC, Canada). The DNA sequences were compared with the GenBank DNA 
sequence database using the BLASTN program (Altschul et al. 1990). 
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Table 1. Primers used in this study 
Primer  Nucleotide sequence  Target Fragment size (bp) 
rpoDEcoli-F 5'-ATGGAGCAAAACCCGCAGTCAC-3' rpoD E.coli 1820 
rpoDEcoli-R 5'-AGCACTTCAGAACGGCTCGG-3'   
dapA-F 5'-ATGTTCACGGGAAGTATTGT-3' dapA E. coli 879 
dapA-R 5'-TTACAGCAAACCGGCAT-3'   
Apr-F 
Apr-R 
Sco4178441-F 
5'-GTTCATGTGCAGCTCCATCAGCAA-3' 
5'-ACGCTACGGAAGGAGCTGTG-3' 
5'-CTGGACGCTGCCACTGCGGA-3' 
acc(3)IV gene 
fragment  
attR 
202 
 
513 
pSET-R 5'-GCCCGGCGCTTCGCTGAAAT-3'   
pSET-F 5'-TCCAGACGTCCCGAAGGCGT-3' attL 517 
Sco4179035-R 5'-GAGGGAATGACCTCCGGGCT-3'   
    
2.5 Results 
2.5.1 Viability of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant in pure liquid culture 
In order to compare the efficiency of the DAP and Nal selections, three approaches were 
assessed with pure cultures of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant: cell density in LB 
medium, CFU counts on LB agar, and verification of the membrane integrity using the 
SYTO 9 and PI dyes. The growth characteristics of E. coli ET12567 and its ΔdapA 
mutant were compared at several time points after either addition of Nal (+ DAP) or the 
DAP deprivation treatments. The growth of E. coli ET12567 does not seem to be 
influenced by the presence or absence of exogenously supplied DAP, since the growth 
rates remained the same in both conditions (Fig. 1A) even when the cells were treated 
with Nal (data not shown). As expected, the growth of the ΔdapA mutant was completely 
abolished in LB devoid of DAP, while its growth rate was almost restored to wild-type  
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Fig. 1. DAP deprivation is more efficient than Nal sensitivity to reduce E. coli 
viability. A) Growth curves at 37 °C of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant in 50 ml 
LB medium supplemented as indicated. The growth was estimated by optical density 
measurements (OD600nm). Data points are the means and SEM of three independent 
experiments. B) Quantification of the CFUs corresponding to various time points 
assessed in A. At each time point, 10 µl of serial dilutions of cultures were plated on LB 
agar ± DAP and incubated at 37 °C for 18 h. C) Estimation of the membrane integrity of 
E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant at three time points assessed in A, using 
propidium iodide staining and fluorescence microscopy. The results are the mean and 
SEM of three independent experiments with 8 images per experiment per dye at each 
time point. 
 
level when the medium was supplemented with DAP. In the case of selection by Nal sensitivity, 
the cell densities of ET12567 and its ΔdapA mutant both remained very low and relatively stable 
over time (Fig. 1A), but the viable count decreased after 75 min (Fig. 1B). 
2.5.2 Evaluation of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant post-conjugative viability 
In order to quantify viability of ET12567 and its ΔdapA mutant following a mating procedure of 
5 h, a CFUs counting approach was used. The % of survival of E. coli were quantified after 0, 2, 
4, and 6 h post-conjugation on MS medium with or without DAP, or in the presence of Nal (+ 
DAP for the ΔdapA mutant). As expected, the addition of DAP allowed exponential growth of the 
ΔdapA mutant over time, which was comparable to the ET12567 strain in absence of selection 
(Fig. 2). When Nal was also added to the medium, the survival of the ΔdapA mutant was 
substantially reduced after the first 2 h post-conjugation (25.7 ± 2.6%), but the mortality rate 
slowed down during further incubation (Fig. 2). Results obtained with the ET12567 strain were 
comparable to those of the ΔdapA mutant, demonstrating that the latter strain does not respond 
differently to Nal treatment compared to the wild type strain. On the other hand, DAP deprivation 
following conjugation greatly reduced the survival of the ΔdapA mutant after 2 h of incubation 
(13.5 ± 6.1%), while there were less than 1.3 ± 0.4% of alive cells after 6 h. Consequently, death 
due to lack of DAP occurred significantly faster than that caused by nalidixic acid sensitivity. 
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Fig. 2. Assessment of the survival of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant following 5-h 
mating assays and counterselection using either DAP deprivation or Nal sensitivity. Mating 
partners were retrieved from the mating filters and plated on medium supplemented as indicated. 
Cells were retrieved after 0, 2, 4, and 6 h of incubation at 30 °C and CFUs were enumerated by 
plating the appropriate dilutions on LB agar + Kan ± DAP to counterselect the recipient strain. 
For each condition, the % of survival was determined by dividing the CFUs at 2, 4, and 6 h by the 
CFUs at 0 h, an estimation of the E. coli population right after conjugation. Results are the mean 
and SEM of four independent experiments.  
2.5.3 DAP counterselection is suitable for intergeneric conjugation 
Mating experiments were carried out using either Nal sensitivity or DAP auxotrophy 
counterselection against E. coli ΔdapA mutant. Following a 5-h mating procedure, the 
frequency of exconjugant formation was about 3.5 times higher for cells plated on MS 
 
containing DAP and Nal compared to DAP-less plates. Extension of the mating contact, 
to up to 20 h, resulted in increased frequencies of exconjugant formation for both 
selection approach. Also, when the conjugation period was long-lasting, the difference 
between the two counterselection techniques became no longer significant (Fig. 3A). 
Nonetheless, since some streptomycete mycelia started to sporulate on the filter, the 
exconjugant frequency cannot be used to compare the differences between the two 
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counterselection techniques. Exconjugant frequencies obtained with the ET12567 strain 
were similar to those of the ΔdapA mutant when sensitivity to Nal was used for 
counterselection. In all the conditions used, no Apr
R
 CFUs were observed in control 
matings between S. coelicolor and E. coli ET12567/pUZ8002 (ΔdapA) without the 
mobilizable plasmid pSET152. 
A 
 
B 
 
 
Fig. 3. DAP counterselection is suitable for intergeneric conjugation. A) Conjugative 
transfer of pSET152 from E. coli ET12567/pUZ8002 and its ΔdapA mutant to S. 
coelicolor A3(2) M145 in mating assays of 5 or 20 h. The mating partners were plated 
on mannitol soya flour (MS) medium containing appropriate supplements for 
counterselection. The frequency of exconjugants formation was calculated by dividing 
the exconjugants CFUs (Apr
R
) by the donors CFUs (Kan
R
). For all the mating assays, the 
donor E. coli ET12567/pUZ8002 (ΔdapA) lacking pSET152 was used as a negative 
control resulting in no Apr
R
 CFUs for all conditions. Results are the mean and SEM of 
four independent experiments. Statistical analyses were performed using the two-tailed 
Student's t-test to compare both counterselection techniques. B) Verification of the 
integration of pSET152 into the chromosome of S. coelicolor exconjugants selected in 5-
h mating assays in A. Amplification of the transferred vector's selection marker (acc(3)IV 
gene segment, 202 bp) and its chromosomal attachment sites (attR, 513 bp, and attL, 517 
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bp). Lanes: 1, E. coli ET12567/pSET152 ΔdapA; 2, S. coelicolor A3(2) M145; 3-7, S. 
coelicolor A3(2) M145/pSET152.  
 
Exconjugants were further cultivated on selective TSA plates to confirm the conjugative 
transfer and stable maintenance of pSET152. Transfer and subsequent integration of 
pSET152 into the chromosome of S. coelicolor was confirmed in all five exconjugants 
examined by PCR amplification of the Apr resistance gene fragment and the right and left 
attachment sites (attR, attL) of φC31 (Fig. 3B). While recovery of a few E. coli CFUs 
was sporadically observed on plates with Nal selection, it was not the case when using 
DAP deprivation. To evaluate the possible persistence of E. coli cells when cultivating 
recipients strains, exconjugants were transferred in selective TSB with simultaneous Nal 
selection or in the presence of DAP. After retrieving total genomic DNA, PCR 
amplification of the E. coli rpoD gene was performed, but rpoD fragment could not be 
detected in any of the conditions (data not shown). 
 
Nevertheless, when cultures were further incubated for 22h35, cell density slightly 
increased in the media containing Nal (OD600nm 0.37 ± 0.007 for ΔdapA and 0.94 ± 0.19 
for ET12567), indicating that some cells were still alive and were beginning to 
proliferate. It was not the case in the medium lacking DAP, where the ΔdapA mutant 
viability sharply declined over time (about a tenfold decrease between each time point in 
Fig. 1B), suggesting that bacteria underwent cell lysis in the absence of DAP. The results 
demonstrate that the decrease of cell viability caused by Nal occurred much later and less 
efficiently than in conditions of DAP deprivation. Those results are also supported by the 
proportion of survival (Table 2), where the ΔdapA mutant showed a viability of 6.2 ± 
1.5% in LB medium supplemented with DAP + Nal, and only 0.1 ± 0.007% in DAP-free 
medium after 210 min of culture. In the conditions used in our assays, taking advantage 
of DAP auxotrophy instead of Nal sensitivity is more efficient at stopping cell 
proliferation, supporting that the use of auxotrophic donors is a more effective 
counterselection approach. 
 
Table 2. Time-course assay of cell viability. 
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Strain (medium) Survival (%) 
 t = 210 min t = 390 min 
ET12567 (LB) 1 768 ± 229 10 376 ± 305 
ET12567 (LB + Nal) 5.9 ± 0.6 1.7 ± 0.4 
ΔdapA (LB + DAP + Nal) 6.2 ± 1.5 1.1 ± 0.05 
ΔdapA (LB) 0.04 ± 0.007 0.004 ± 0.0004 
Note: Viability was estimated as % of survival on LB agar supplemented or not with DAP, 
obtained by dividing the number of CFUs at time 210 or 390 min by the number of CFUs 
at time 0 during the growth curves assessed in Fig. 1A. 
To support the effects of DAP deprivation and Nal sensitivity on cell density and CFUs 
counts, the membrane integrity of E. coli ET12567 and its ΔdapA mutant was assessed 
using the LIVE/DEAD
®
BacLight Bacterial Viability Kit. Although the staining method 
employed cannot prove viability (Netuschil et al. 2014), stained cells are referred to as 
live or dead cells and the relative proportions are reported in Fig. 1C. Live/Dead ratios of 
cells harvested at 0, 210, and 390 min (Fig. S2) were achieved on the basis of red-
fluorescent PI staining, since this dye penetrates only cells with damaged membrane as 
opposed to SYTO 9, a green-fluorescent dye that stains all the cells. In LB medium 
without selection agents, the proportion of live cells in the population of ET12567 strain 
was stable across the three time points tested (89.6 ± 6.2% of green-only labeled cells). 
The percentage of live ΔdapA mutant treated with Nal in the presence of DAP decreased 
to 65% after 210 min. A similar decrease was observed as early as time point 0 min for 
the ΔdapA mutant cultivated in DAP-less medium. At this time point, the cells were 
observed after about 40 minutes from sampling – the period of time necessary for 
staining and microphotography. This suggested that deprivation of DAP led to cell death 
within a very short period of time. Once more, the results demonstrate that the mortality 
rate occured faster when cells were deprived of DAP than when treated with Nal. 
Although these observations are consistent with our previous results, it is not known 
whether the staining of either of the dyes could be distorted, irrespectively of the live or 
dead status of the cell, given that the ΔdapA mutation could have altered the cell wall.  
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Fig. S2. LIVE/DEAD
®
BacLight bacterial staining of E. coli ET12567 and its ΔdapA 
mutant at various time points assessed in Fig. 1A, visualized on slides by 
fluorescence microscopy. The vital bacterial cells exhibit green fluorescence (SYTO 9), 
while the dead microorganisms are characterized by red fluorescence (propidium iodide). 
Bar 50 µm.  
2.6 Discussion 
Bacterial conjugation is one of the most popular methods used to introduce DNA into 
actinomycetes (Flett et al. 1997). Here, we propose a post-conjugation counterselection 
based on DAP deprivation rather than antibiotic selection. This study is the first 
systematic comparison of two different strategies to eliminate the E. coli donor following 
an intergeneric mating procedure with actinobacteria. While antibiotics, such as 
phosphomycin (Blaesing et al. 2005), and gentamycin (Li et al. 2003), have been used for 
counterselection following intergeneric conjugation, nalidixic acid is the most commonly 
used with actinomycete recipient strains. This quinolone antibiotic inhibits DNA gyrase, 
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an enzyme important for maintaining the topology of genome and essential for 
chromosomes condensation and partitioning at cell division (Champoux 2001), resulting 
in DNA synthesis inhibition and bacterial death. Our results revealed that Nal is less 
efficient than DAP deprivation for selecting against E. coli cells in the conditions of our 
mating experiment. Previous studies showed that selectable phenotypic variations exist in 
isogenic populations, without significant genotypic variation, allowing a fraction of the 
cells to survive antibiotic selection, while most died (Adam et al. 2008, Sánchez-Romero 
and Casadesús 2014). Moreover, the mutation rate for a single gene occur at 
approximately 2 × 10
-7
 or 3 × 10
-9
 per division in different E. coli K-12 strains (Drake 
1991). Even if the rate at which antibiotic resistance can arise is much lower, there are 
preexisting spontaneous Nal-resistant mutants in a population. Both these phenomena 
could explain the increased optical density of the cultures with Nal selection after 22h35 
of growth (Fig. 1A), as well as the appearance of E. coli CFUs on selective MS medium 
following counterselection with Nal after a mating procedure. Therefore, our results 
suggest that phenotypic heterogeneity of bacterial population limits the effectiveness of 
Nal counterselection against E. coli donors.  
 
An easy way to circumvent the use of nalidixic acid is to use an auxotrophic donor strain. 
Many type of auxotrophies exist but most of them are alleviated by compounds found in 
rich media (Demarre et al. 2005). Only a few auxotrophies can be counterselected on rich 
complex media, such as mutants requiring 5-aminolevulinic acid (Thoma and Schobert 
2009) or diaminopimelic acid (Demarre et al. 2005) for growth. DAP auxotrophs are 
well-characterized and have been used for different purposes for many years. In E. coli,  
genes involved in the DAP metabolic pathway have been inactivated, such as dapA, B, C, 
D, E (Bukhari and Taylor 1971, Dehio et al. 1997, Dehio et al. 1998). Other genes have 
been targeted in other strains: asd in Salmonella (Curtiss et al. 1989, Galán et al. 1990), 
Neisseria (Hatten et al. 1993), and Shigella (Sizemore et al. 1995), ask in Mycobacterium 
(Pavelka et al. 1996), dapB in Pseudomonas (Rediers et al. 2003), asd and dapB in 
Burkholderia (Norris et al. 2009), dapA in Yersinia (Bland et al. 2011). All such mutants 
are unable to grow on media without DAP supplementation. The use of a ΔdapA mutant 
is suitable for counterselection, given that the bacterial growth is inhibited by two 
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mechanisms. First, meso-DAP is a major constituent of peptidoglycan, acting as a cross-
linking agent in the bacterial cell wall. Its absence directly compromises cellular 
integrity. Second, DAP serves as a direct precursor of lysine thus, leading to the inability 
of a ΔdapA mutant to synthesize proteins (Pavelka and Jacobs 1996). It is possible that a 
fraction of the bacterial population could act as 'scavengers' and uptake the peptidoglycan 
components released from neighbouring cells which underwent lysis. However, it does 
not seem to be the case, probably because of the cumulative effects of DAP deprivation 
on protein synthesis inhibition. Thereby, the absence of DHDPS enzyme confers an 
absolute dependence on exogenous DAP for viability and growth. Unlike Nal, for which 
some natural resistance could be seen, no spontaneous reversion of the DAP-dependent 
growth is possible. Therefore, DAP auxotrophy is a more convenient and effective 
counterselection approach given that it can be easily done on commonly used media, as 
they are based on yeast or animal extracts which lack DAP (Demarre et al. 2005). Also, 
the selection of exconjugants can be obtained under optimal growth conditions in 
significantly shorter time (Thoma and Schobert 2009), which is especially interesting for 
slow-growing bacteria. 
 
When comparing both counterselection approaches following a 5-h mating procedure, it 
seems that using Nal selection is favorable since the exconjugant frequency was about 3.5 
times higher than in the condition of DAP deprivation. Those results were unusual since 
previous investigations have demonstrated that the addition of Nal to mating pairs of 
sensitive donor and resistant recipient in liquid resulted in an immediate arrest of 
conjugative plasmid transfer in E. coli (Barbour 1967, Bouck and Adelberg 1970, Hane 
1971). However, in order to perform selection after intergeneric conjugation, cells were 
plated on solid medium rather than being in a liquid mixture. Thus the entry of Nal in the 
cells could be less efficient or delayed, allowing some donor cells to reinitiate 
conjugative transfer of DNA. It is also possible that the actual concentration of Nal on 
plates was lower than expected due to the soybean component in MS agar known to 
absorb some antibiotics (Thamchaipenet et al. 2013). Therefore, Nal is less efficient than 
DAP deprivation to kill E. coli cells in the context of a mating experiment. Still, for 
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actinobacteria which generally present low exconjugant frequencies, a long-lasting 
mating procedure can be appropriate to benefit from the DAP counterselection technique. 
To further modify our current donor strain, one could consider introducing a recA 
mutation to avoid fortuitous recombination between the helper plasmid pUZ8002 and the 
plasmid that is meant to be mobilized, and/or integrating pUZ8002 into the donor 
genome.  
 
In this work, we demonstrate the usefulness of a ΔdapA mutant as an alternative to 
antibiotic counterselection in bacterial intergeneric conjugation. This counterselection 
approach makes conjugation accessible to a wider range of bacterial species potentially 
sensitive to Nal, like Micromonospora sp. 40027 (Li et al. 2003), avoiding the need to 
screen for a Nal resistant recipient. Even if the procedures need customization for 
individual species before achieving acceptable efficiencies, conjugation with 
actinomycetes is simpler than DNA transformation methods, which require the 
production and regeneration of protoplasts. Moreover, E. coli is host to models of genetic 
regulation and is compatible with an evergrowing number of tools for genetic 
engineering. Therefore, other existing popular E. coli donor strains, such as S17-1 or 
SM10 could be modified by introducing the dapA mutation and inactivating further DNA 
methylation systems. Given that most seldom-studied or newly discovered actinobacterial 
strains lack adequate genetic tools, the use of a DAP-auxotroph E. coli donor is of 
interest to facilitate and accelerate molecular genetic studies on the highly heterogenous 
actinobacteria of ecological and industrial interest. 
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CHAPITRE 3 
DÉRIVE GÉNÉTIQUE CHEZ LE MUTANT E. COLI ET12567/pUZ8002 ΔdapA 
3.1 Introduction 
Les mutations et la recombinaison génétique sont des moteurs de l'adaptation et de 
l'évolution par sélection naturelle (Wielgoss et al., 2011). Les populations bactériennes 
sont sujettes à la dérive génétique causée par des mutations spontanées qui peuvent se 
produire en absence d'agents mutagènes exogènes (Foster et al., 2006). Le taux de 
mutation bactérienne serait de l'ordre de 10
-10
 par paire de base par réplication (Sanchez-
Romero et al., 2014). Chez E. coli, le taux de mutation spontanée dans un milieu riche 
serait de 10
-3
 par génome par génération (Lee et al., 2012). Ces mutations peuvent être 
dues à des erreurs de l'ADN polymérase lors de la réplication ou la réparation, des erreurs 
durant la recombinaison, le mouvement d'éléments génétiques mobiles, des dommages 
spontanés à l'ADN (Foster et al., 2006), des délétions, duplications ou insertions (Rosche 
et al., 2000).  
Pour minimiser les réarrangements effectués par recombinaison homologue et préserver 
les mutations désirées chez une souche bactérienne, l'utilisation d'un mutant déficient 
pour le gène recA est généralement acceptée (Lorence et al., 1983 ; Kurnit et al., 1989). 
Chez E. coli, on retrouve trois voies de recombinaison, dépendantes du produit de recA, 
encodées par les gènes recBCD, recE et recF (Casali, 2003). La protéine RecA joue un 
rôle structurel dans la recombinaison homologue ainsi qu'un rôle de régulation dans la 
réponse SOS activée lors de dommages causés à l'ADN (Chua et al., 1993). 
L'introduction de la mutation recA abolit la recombinaison homologue en prévenant la 
recombinaison d'ADN exogène avec l'ADN chromosomal (Casali, 2003). 
Malheureusement, l'introduction de cette mutation est apparemment non viable chez les 
souches contenant la mutation dam, comme c'est le cas chez E. coli ET12567/pUZ8002 
ΔdapA, à moins d'introduire une mutation additionnelle affectant la réparation de l'ADN 
comme mutH, mutL ou mutS (Wang et al., 1986). Deux mutants dérivés d'E. coli 
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ET12567/pUZ8002 ΔdapA ont été isolés d'une culture d'exconjugant de Frankia. 
Quelques analyses ont été effectuées dans le but de caractériser succinctement ces 
mutants. 
3.2 Matériel et méthode 
3.2.1 Souches bactériennes, plasmides et milieux de culture 
Les souches bactériennes et plasmides utilisés sont répertoriés au tableau 3 ci-après. De 
façon routinière, les souches d’E. coli ont été cultivés dans un milieu Lysogeny-Broth 
(LB) (contenant parfois 1 g/L glucose), à 37 °C dans un agitateur rotatif à 225 rpm. Le 
milieu MacConkey (40 g/L MacConkey Agar Base (Difco), 10 g/L α-Lactose 
monohydrate) a été utilisé pour détecter l'utilisation du lactose. Lorsque requis, les 
cultures bactériennes de la souche ET12567 ΔdapA ont été supplémentées avec 0.3 mM 
d’acide DL-α,ε-diaminopimélique (DAP). Les exconjugants de Frankia sp. 
Cci3/pSET152 ont été cultivés à 30 °C de façon statique à l’obscurité dans un milieu 
BAP (Igual et Dawson, 1999), supplémenté de 5 g/L succinate de sodium (BAPs) 
(Bélanger et al. 2011). Dans les conditions appropriées, les antibiotiques ont été utilisés 
aux concentrations suivantes: 25-50 µg/ml apramycine (Apr), 25 µg/ml chloramphénicol 
(Cam), 200 µg/ml érythromycine (Erm), 25-50 µg/ml kanamycine (Kan), 7,5-30 µg/ml 
acide nalidixique (Nal). 
3.2.2 Techniques de biologie moléculaire 
La méthode standard de transformation d’E. coli par choc thermique à 42 °C a été utilisée 
pour la transformation. L’extraction d’ADN plasmidique a été effectuée avec la trousse 
de Qiagen (QIAprep spin mini prep kit) en suivant les instructions du manufacturier. 
L’ADN génomique des cultures d'exconjugants de Frankia a été extrait à l'aide de la 
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trousse REDExtract-N-Amp
TM
 Plant (Sigma-Aldrich). L'amplification des différents 
amplicons a été effectuée dans des volumes de 50 µl avec la Easy-A High Fidelity Taq 
polymerase (Stratagene-Agilent Tech., Mississauga, ON, Canada) selon les instructions 
du manufacturier. Les cycles PCR comprenaient une préincubation de 2 min à 95 °C, 
suivi de 30 cycles comprenant 40 sec à 95 °C, 30 sec à 50-65 °C (dépendamment des 
amorces 
 
Tableau 3. Souches et plasmides utilisées dans cette étude. 
Souches Description Référence ou source 
Escherichia coli   
ET12567 (pUZ8002) F-dam-13 ::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR, zjj-
202 ::Tn10, recF143, galK2, galT22, ara-14, 
lacY1, xyl-5, leuB6, thi-1, tonA31, rpsL136, 
hisG4, tsx-78, mtl-1, glnV44 
MacNeil et al., 1992 
ET12567 ΔdapA 
DPL12 
ET12567 (pUZ8002), dapA ::(erm-pir)  
VB111, dapA ::(erm-pir) 
Cette étude 
Carraro et al., 2014 
Plasmides   
pUZ8002 Kan
r
, oriTRK2défectueuse Paget et al., 1999 
pSET152 aac(3)IV, lacZα, oriT
RK2
, rep
pUC
, IntattP ɸC31 Bierman et al., 1992 
 
utilisées) et 1 min à 72 °C, avec une étape d'extension finale de 7 min à 72 °C. Les 
oligonucléotides, figurant au tableau 4, ont été achetés chez IDT (Integrated DNA 
Technologies, Coralville, IA). Le séquençage des produits de PCR a été effectué par le 
centre d'innovation Génome Québec et Université McGill (Montréal, Québec, Canada). 
Les séquences ont été comparées avec les bases de données de GenBank en utilisant le 
programme BLASTN (Altschul 1990). 
3.2.3 Utilisation du lactose 
Les cultures d'E. coli de 16 h en milieu liquide LB ont été striées sur des géloses 
MacConkey supplémentées de lactose puis incubées pendant 48 h à 37°C avant 
d'observer la pigmentation des unités formatrices de colonies. 
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Tableau 4. Amorces utilisées dans cette étude 
Amorce  Séquence  Cible Taille (paire de base) Référence ou source 
rpoDEcoli-F 5'-ATGGAGCAAAACCCGCAGTCAC-3' rpoD E.coli 1820 Allard et al. 2015a 
rpoDEcoli-R 5'-AGCACTTCAGAACGGCTCGG-3'   Allard et al. 2015a 
dapA-F 5'-ATGTTCACGGGAAGTATTGT-3' dapA E. coli 879 Allard et al. 2015a 
dapA-R 5'-TTACAGCAAACCGGCAT-3'   Allard et al. 2015a 
erm-F 5'-ACGAGTGAAAAAGTACTCAACC-3' erm
R
 de Tn1545 577 Cette étude 
erm-R 5'-TGACGATATTCTCGATTGACCC-3'   Cette étude 
     
 
 
 
 
 
 
 50 
 
3.2.4 Détection de la β-galactosidase  
Les essais de β-galactosidase ont été effectués à partir de cultures en milieu liquide LB de 
16 h. Celles-ci ont été striées par épuisement sur gélose LB supplémenté de 40 µg/ml X-
gal et 0,2 mM IPTG. Après 48 h d'incubation à 37 °C, la production de pigment bleu a été 
observée. 
3.3 Modification de la taille des plasmides 
Lors du protocole de conjugaison bactérienne, le plasmide de la souche donneuse était 
systématiquement extrait pour s'assurer de sa présence et de son intégrité. Au fil du temps 
(plus de 20 ans de culture en laboratoire), il semble que la souche d'E. coli 
ET12567/pUZ8002 ΔdapA ait accumulé des mutations indésirables menant parfois à la 
modification de la taille des plasmides (Figure 4). Puisque la nature exacte de la 
réorganisation plasmidique n'est pas connue, il est difficile de prédire l'impact de cette 
délétion plasmidique sur la capacité du plasmide à s'intégrer de façon site-spécifique dans 
le génome de la souche réceptrice. 
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Figure 4: Vérification de la taille des plasmides utilisés lors de la transformation (1) 
et extraits des souches donneuses avant conjugaison (2 et 3). Les plasmides ont migré 
pendant une heure à 100 volts sur un gel d'agarose 1%. Puits M, 1kb DNA Ladder, 
Fermentas; puits 1 pSET152 utilisé pour la transformation; puits 2-3 pSET152 extrait des 
souches donneuses utilisées pour la conjugaison intergénérique. 
3.4 Isolement de mutants d' E. coli ET12567/pUZ8002 ΔdapA 
Lors de l'analyse des exconjugants de Frankia, différents gènes étaient amplifiés par PCR 
pour valider la présence ou l'absence de certains gènes, dont le gène de résistance à 
l'apramycine, ainsi qu'un fragment du gène rpoD de Frankia et d'E. coli. Étonnamment, 
dans certaines cultures d'exconjugants, il arrivait qu'on détecte le fragment rpoD d'E. coli. 
Afin de vérifier si E. coli persistait réellement dans les cultures d'exconjugants, une 
fraction de culture a été étalé sur LBA supplémenté en DAP. Deux mutants d'E. coli ont 
pu être isolés à des moments différents à partir d'une même culture d'exconjugant de 
Frankia sp. Cci3/pSET152 seulement lorsque le milieu de croissance était supplémenté 
avec du DAP. Ainsi, ces mutants présentent une dépendance absolue au DAP exogène 
pour pouvoir croitre. Comme les cultures d'exconjugants n'ont jamais été supplémentées 
en DAP pendant une période se prolongeant sur 3 mois, ces mutants seraient 
vraisemblablement capables de se procurer du DAP à partir des parois cellulaires de 
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Frankia. Leur génotype semble pourtant avoir beaucoup changé conduisant à des effets 
pléiotropiques si on les compare à la souche d'E. coli ET12567/ pUZ8002/pSET152 
originale utilisée lors de la conjugaison. D'abord, la vitesse de croissance semble avoir 
diminué de moitié (une incubation de 48 h est nécessaire pour obtenir des unités 
formatrices de colonies de taille appréciable). Les mutants ont perdu les deux plasmides 
pUZ8002 et pSET152 puisqu'ils ne présentent plus de résistance respectivement à la 
kanamycine et à l'apramycine. De plus, ceux-ci ne semblent plus capable de produire la 
β-galactosidase. Dans un milieu contenant de l'isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG), ce 
dernier agit comme inducteur de l'opéron lac comprenant le gène lacZ codant pour la β-
galactosidase. Lorsque l'opéron lac est activé, le clivage du substrat chromogénique, le 
X-gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-β-D-galactoside) par la β-galactosidase génère un 
produit bleu, le 5-bromo-4-chloro indigo (Karcher et al., 1995). Comme aucune 
pigmentation bleue n'est présente dans les cultures des isolats, l'opéron lac serait 
vraisemblablement manquant ou incomplet dans les génomes bactériens (figure 5A). Sans 
compter que les isolats ont perdu la capacité d'utiliser le lactose puisque la pigmentation 
rougeâtre des unités formatrices de colonies n'est plus présente sur le milieu MacConkey 
(figure 5B). Sur ce milieu, la fermentation du lactose diminue localement le pH, ce qui 
cause un changement de couleur de l'indicateur de pH (le rouge neutre) et crée une 
précipitation de la bile (MacConkey 1905). 
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Figure 5: Évaluation de la production de β-galactosidase (A) et de l'utilisation du 
lactose (B) chez E. coli ET12567 ΔdapA et les isolats 1 et 2.  
Le séquençage d'un fragment du gène rpoD a révélé que la séquence retrouvée chez les 
isolats est la même que celle de la souche initiale E. coli ET12567 ΔdapA. De plus, ont ne 
trouve plus la présence du gène dapA, mais plutôt le gène de résistance à l'érythromycine 
qui a été introduit dans le génome pour inactiver le gène dapA (figure 6). Ainsi, les isolats 
sont bel et bien dérivés de la souche d'origine, mais auraient subi plusieurs 
réarrangements chromosomiques, menant à des effets pléiotropiques. 
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Figure 6: Vérification des différents gènes d'intérêt chez E. coli ET12567/pUZ8002 
et les 2 isolats dérivés de cette souche. Puits M, 1 kb DNA ladder (Fermentas), 1, E. coli 
ET12567/pUZ8002, 2, E. coli ET12567/pUZ8002 ΔdapA, 3-4, isolats dérivés d'E. coli 
ET12567/pUZ8002 ΔdapA. 
La présence du gène recA chez E. coli ET12567/pUZ8002 ΔdapA laisse place à des 
réarrangement chromosomique comme ceux retrouvés chez les isolats qui sont 
probablement clonal (issus d'une même culture et présentant les mêmes caractéristiques). 
L'utilisation d'une souche donneuse auxotrophe ΔdapA est un système de contre-sélection 
efficace puisque la croissance cellulaire est inhibée par deux mécanismes. D'abord, le 
meso-DAP est un constituant majeur du peptidoglycane, agissant comme agent liant de la 
paroi bactérienne. Deuxièmement, le DAP est un précurseur de la lysine, rendant un 
mutant ΔdapA incapable de synthèse protéique (Pavelka et al., 1996). Ces travaux 
démontrent l'utilité d'une souche auxotrophe ΔdapA comme alternative à l'utilisation 
d'antibiotiques de sélection. Cette méthode de contre-sélection facile et efficace offre une 
prometteuse procédure pour introduire de l'ADN chez les actinobactéries sensibles à 
l'acide nalidixique, comme Micromonospora sp. 40027 (Li et al., 2003), S. caelestis 
NRRL-2821 et d'autres actinomycètes réfractaires à la modification génétique. Comme 
les microorganismes récemment découverts ou moins étudiés, incluant Frankia, 
manquent d'outils génétiques, cette technique de contre-sélection basée sur le DAP est 
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d'intérêt pour faciliter et accélérer les études d'actinobactéries d'intérêt écologique et 
industriel.  
Le fait que la souche donneuse altère parfois les plasmides à mobiliser peut être 
facilement contourné en validant avant la conjugaison si la culture contient un plasmide 
intact. Pour ce qui est de la dérive génétique de la souche ΔdapA, menant aux 2 isolats 
discutés précédemment, ce type d'événement semble plutôt rare (apparition dans une 
culture sur plus d'une centaine). Il serait pertinent d'analyser plus en profondeur ces 
isolats afin de comprendre la nature des réarrangements chromosomiques qui ont eu lieu.   
Pour la suite de ces travaux, il serait préférable d'utiliser une autre souche bactérienne 
plus performante et plus stable, afin d'éviter que les plasmides à mobiliser ne soit altérés. 
L'utilisation d'une souche au génotype plus stable éviterait possiblement l'apparition de 
mutants tel que discuté dans le chapitre précédent. L'utilisation d'E. coli dcm Δ(srl-
recA)306::Tn10 contenant pUB307-aph::Tn7 (H. Ikeda, Kitasato University, Japon) 
pourrait être une alternative intéressante, mais idéalement, on devrait pouvoir y introduire 
la mutation ΔdapA. Cette souche est déjà utilisée lors de conjugaison intergénérique avec 
des streptomycètes (Liot et Constant, 2015). D'autres souches populaires pour la 
conjugaison bactérienne telles que S17-1 ou sont analogue SM10, qui contiennent le 
plasmide RP4 intégré dans leur chromosome, pourraient être utilisées. Ces souches 
pourraient être légèrement modifiées en ajoutant les mutations dcm, pour limiter les 
systèmes de méthylation qui sont parfois une barrière pour le transfert de matériel 
génétique, puis dapA pour faciliter la contre-sélection. Toutefois, il a été rapporté que ces 
souches contiennent le génome actif du bactériophage Mu capable de se mobiliser lui-
même dans la souche réceptrice. Sans compter que ces souches mobilisent leur ADN 
chromosomique à une fréquence de 10
-4
 par cellule donneuse. Finalement on rapporte des 
modification plasmidique de nature inconnue dans les conjugaisons impliquant E. coli 
S17-1 et SM10 (Strand et al., 2014). Pour ces raisons, l'utilisation d'E. coli dcm Δ(srl-
recA)306::Tn10 contenant pUB307-aph::Tn7 serait un meilleur choix pour la suite de ces 
travaux. 
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